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At present, biological  control  of  pests  in  agricultural  crops  requires  specific  tools  for 
the  detection  and  identification  of  natural  enemies  and  their  level  of  parasitism  in 
insects that cause plague. For this reason, it is necessary to develop specific molecular 
markers that unequivocally identify if a pest insect is parasited and, in this way, if it can 
be  controlled  naturally.  The  present  research  work  deals  with  the  identification  by 
molecular techniques of Hypera postica Gyllenhal. This is an insect that affects alfalfa 
and  causes great economic  losses due  to  the action of  the  larvae, which devour  the 
leaves,  losing  yield  and  quality  of  the  forage.  One  of  the main  natural  enemies  are 
other hymenoptera insects (Bathyplectes sp.), which parasitize H. postica larvae. A first 
step in identifying whether H. postica larvae are parasitized or not by Bathyplectes sp. 




postica;  extractions  and  quantifications  of  DNA,  PCR  with  specific  primers;  and 
electrophoresis  in agarose gel were carried out. The results showed the amplification 








Actualment,  el  control  biològic  de  plagues  en  cultius  agrícoles  requereix  eines 
específiques  per  a  la  detecció  i  identificació  d’enemics  naturals  i  del  seu  nivell  de 
parasitoidisme  en  insectes  que  causen  plaga.  Per  això,  es  fa  necessari  desenvolupar 
marcadors moleculars  específics  que  identifiquin  inequívocament  si  un  insecte plaga 
està  parasitat  i,  d’aquesta  manera,  pot  ser  controlat  de  forma  natural.  El  present 
treball  de  recerca  tracta  sobre  la  identificació  mitjançant  tècniques  moleculars 
d’Hypera postica Gyllenhal. Aquest insecte és un curculiònid que afecta l’alfals i causa 
grans pèrdues econòmiques per  l’acció de  les  larves, que devoren  les  fulles, perdent 
rendiment  i  qualitat  del  farratge.  Un  dels  principals  enemics  naturals  són  altres 
insectes  himenòpters  (Bathyplectes  sp.),  que  parasiten  les  larves  d’H.  postica.  Un 





Vall  de  l’Ebre;  una  cria  controlada  d’H.  postica;  extraccions  i  quantificacions  d’ADN; 
PCR  amb  encebadors  específics  i  electroforesi  en  gel  d’agarosa.  Els  resultats  van 
mostrar l’amplificació de la seqüència genètica per H. postica i no per Bathyplectes sp., 









específicas para  la detección e  identificación de enemigos naturales y de  su nivel de 
parasitismo  en  insectos  que  causan  plaga.  Por  ello,  se  hace  necesario  desarrollar 
marcadores moleculares  específicos  que  identifiquen  inequívocamente  si  un  insecto 
plaga  está  parasitado  y,  de  este  modo,  puede  ser  controlado  de  forma  natural.  El 
presente  trabajo  de  investigación  trata  sobre  la  identificación  mediante  técnicas 
moleculares de Hypera postica Gyllenhal. Este insecto es un curculiónido que afecta la 





secuencia  genética  que  esté  presente  en  el  genoma  de  H.  postica  y  no  en  el  de 
Bathyplectes  sp.  Esta  identificación  ha  sido  el  objetivo  de  la  parte  experimental  del 
presente trabajo. Por ello, se llevaron a cabo capturas de insectos en campos de alfalfa 
de diferentes zonas del Valle del Ebro; una cría controlada de H. postica; extracciones y 
cuantificaciones  de  ADN;  PCR  con  cebadores  específicos  y  electroforesis  en  gel  de 
agarosa.  Los  resultados mostraron  la  amplificación  de  la  secuencia  genética  para H. 









Biologia.  Els  temes estudiats que més em van  cridar  l’atenció  van  ser els  relacionats 
amb l’expressió del missatge genètic i les tècniques relacionades amb el seu estudi: els 
àcids nucleics,  l’enginyeria genètica,  la  reacció en cadena de  la polimerasa  (PCR), els 
encebadors i, sobre tot, l’aplicació a la vida real d’aquests conceptes i tècniques. Així, 
quan em vaig assabentar de  la possibilitat de  fer el  TdR a  través del Projecte  Itinera 




quan  era  més  petita  m’agradava  molt  capturar  insectes  i  posar‐los  en  pots  per 
observar‐los.  Fins  i  tot,  en  unes  colònies  d’estiu  em  van  arribar  a  donar  un  diploma 
com  la millor caçadora d’insectes. Així,  l’estudi d’insectes, ara des d’un altre punt de 































































































l'ús  comercial  dels  plaguicides  químics  (Figura  1),  que  es  van  expandir  de  manera 
important  a mitjans  dels  segle  XX,  quan es  va  popularitzar  l’ús  de productes  com el 
DDT,  el  lindà  i  els  herbicides.  Amb  el  temps,  l’alta  toxicitat  i  persistència  d’aquests 
productes a l’ambient van causar una gran alarma i es va restringir el seu ús, buscant 

















eliminar  les  plagues minimitzant  el  seu  accés  a  l’aliment,  refugis  i  en  el  control  per 
depredadors naturals. 
 
Poc  a  poc,  un  major  coneixement  de  la  biologia  dels  agents  patògens  i  dels  seus 
enemics naturals pot portar a un control més eficient i sostenible de les plagues. Aquí, 
la Biologia Molecular  pot  jugar  un  paper molt  important  (Álvarez  et  al.,  2005).  Per 
exemple,  les  eines  moleculars  poden  ajudar  a  identificar  enemics  naturals  de  les 
plagues, i a saber si un organisme està parasitat per un enemic natural que pot ajudar 




danys  importants,  és  l’alfals  (Medicago  Sativa  L.).  Es  tracta  d’una  lleguminosa  que 
s’utilitza com a planta farratgera per al ramat. La seva importància rau en que és una 





Espanya es  van  conrear  266.000 ha d’alfals,  de  les quals  gairebé  la meitat  (125.000, 









Tant  les  larves  com  els  adults  s'alimenten  del  fullatge  de  l'alfals  (Figura  2).  Poden 








L’ús  de  pesticides  per  controlar  aquestes  plagues  s’ha  anat  restringint  a  causa  de  la 
toxicitat  dels  productes.  Com  alternativa,  alguns  investigadors  han  arribat  a  la 
conclusió  de  que  és  possible  el  control  de  la  major  part  de  les  plagues  mitjançant 
enemics naturals (Núñez et al., 2008). En el cas de la cuca verda no hi ha cap mètode 
de control biològic disponible, encara que hi ha alguns parasitoides que fan un control 
biològic  natural  d’aquesta  plaga  (Martín  et  al.,  2019).  Aquest  és  el  cas  dels 
himenòpters Bathyplectes spp., parasitoides de la cuca verda, però que de moment no 




Un pas en l’estudi d’aquest parasitoidisme és  la  identificació  inequívoca d’insectes H. 
postica  respecte  als  individus  que  puguin  estar  parasitats  per  Bathyplectes  sp. 
Morfològicament, i en l’estat de larves, aquesta diferenciació no és possible, ja que les 
larves de Bathyplectes  sp. devoren  internament  les  larves d’H. postica  fins als últims 
estadis. Una alternativa és la identificació mitjançant tècniques moleculars. En aquest 
sentit,  encara  que  hi  ha  algun  estudi  filogenètic  que  ha  diferenciat  diferents  soques 






 És  possible  identificar  inequívocament  larves  d’Hypera  postica  respecte  de 
















D’acord  a  la  hipòtesi  plantejada,  l’objectiu  general  d’aquest  treball  és  detectar, 









e) A  partir  d’una  seqüència  genètica  seleccionada,  detectar  si  la  regió  escollida  del 






de  seqüències  de  gens  concrets.  En  la  part  experimental,  s’exposen  els  diferents 
materials  i mètodes utilitzats en la pràctica, per tal de poder arribar als resultats que 
ens  portaran  a  qüestionar  la  hipòtesi  prèviament  formulada.  Com  complement  a 
















l’Ebre,  tant per  la  superfície conreada com pel gran valor econòmic que genera. Així 
mateix,  s’ha  identificat que hi ha plagues,  com  la  cuca verda  (H. postica)  que poden 


























És  un  farratge  conreat  a  tot  el  món  (Europa  i  Estats  Units  principalment).  Les 
condicions òptimes de  temperatura per a  la  germinació de  les  llavors  són de 2‐3  °C, 
mentre  que  la  seva  temperatura  òptima  de  creixement  és  de  28‐30  °C.  En  les 





L'alfals  és,  possiblement,  la  planta  farratgera  amb  major  aplicació  en  la  producció 
animal  (Delgado  et  al.,  2005).  És  molt  complet  des  del  punt  de  vista  nutritiu  per 







fixació  de  nitrogen  atmosfèric,  de  fins  460 
kg/ha (Delgado et al., 2015). Això és degut a 
la  simbiosi  (relació  entre  organismes  en  la 
qual els dos es beneficien) que es produeix a 
les  arrels  de  la  planta  amb  uns 
microorganismes  (Rhizobiums)  que  són 
capaços  de  transformar  el  nitrogen 
atmosfèric  o  mineral  en  orgànic  facilitant, 
així, la seva utilització per la resta dels éssers 
vius.  Aquests  microorganismes  fixen  el 
nitrogen  atmosfèric  per  al  seu  propi 







Les  èpoques  de  sembra  de  l'alfals  són  la  primavera  i  la  tardor.  L'ús  de  varietats 
adaptades  a  la  zona  de  cultiu  és  molt  important  per  al  desenvolupament  i  la 













anys. Durant aquest període de  temps es poden arribar a  fer entre 5  i 7  talls  (sega), 
buscant el moment en què un 10% de les plantes es troben en floració, ja que és quan 




Després  de  la  sega  se  sol  fer  un  assecat  al  camp,  que  és  variable  en  quan  a  temps 
depenent de  la destinació. En el cas d'anar a  la deshidratació, aquest serà d'unes 48 
hores  i  ha  de  tenir  un  30%  d'humitat.  Si  és  per  consumir‐se  en  forma  de  fens, 
l’assecatge serà de cinc o sis dies a fi de disminuir el percentatge d'humitat fins un 16‐
18%. A continuació s’esmenten  les diferents formes d’aprofitament de  l’alfals  (Figura 
6): 
 
a) Consum en verd.  Segada  i aprofitada en  la menjadora o pasturatge directe en  la 
pròpia parcel∙la.  
b) Ensitjat.  L’ensitjat  consisteix  en  la  conservació  d'alfals  amb  elevat  contingut 
d'humitat  en  sitges  protegits  de  l'ingrés  d'aire,  llum  i  humitat.  Amb  la  manca 
d’oxigen  es  produeix  una  fermentació  per microorganismes  que  transformen  els 
sucres solubles presents a la planta a un àcid orgànic d'alt poder d'acidificació, àcid 
làctic,  que  augmenta  l'acidesa  del  medi  (baixa  el  pH).  L’alta  acidesa  i  absència 
d'oxigen permeten conservar l’alfals durant molt temps. 
c) Fenificat.  És  la  forma  tradicional  d'aprofitament  a  causa  de  les  condicions 
climàtiques  específiques  que  es  donen  en  moltes  zones  productores  d'Espanya. 
L’objectiu és reduir la humitat de l’alfals fins al voltant del 15%, per a que no actuïn 
microorganismes que facin malbé la planta i es pugui conservar. 





















































D’aquestes  plagues,  a  més  de  l’H.  postica  (apartats  1.3.2  i  1.3.3),  a  continuació  es 
detallen les més significatives a la zona de la Vall de l’Ebre, com són els pugons, l’apion, 











freqüent  la presència d'exemplars de  color  rosat.  En  canvi, A.  craccivora  és de  color 
negre,  fàcilment  distingible  (Figura  7).  Com  altres  tipus  de  pugons,  tenen  diverses 
generacions  a  l'any.  Les  nimfes  de  la  primera  generació  apareixen  a  la  primavera  i 
donen  lloc  a  femelles  vivípares  àpteres  que  es  reprodueixen  asexualment  per 
partenogènesi (generació d’un nou individu a partir d’un òvul sense fecundar). Quan la 





Figura  7.  Pugó negre  (Aphis  craccivora  Koch)  i  pugó  verd  (Acrythosiphum pisum  Harris).  (Font  fotos: 
infocampo.com.ar, pulgones.net). 
Quan s’alimenten de  la planta  injecten  toxines que poden provocar alteracions en el 




El  llindar d'actuació  varia  en  funció de  l'altura de  l'alfals,  ja  que  les plantes  són més 
tolerants  quan  van  creixent.  Depredadors,  parasitoides  i  fongs  tenen  un  paper molt 
important en el control natural de pugons en l'alfals. Així, a més de comptar pugons cal 
valorar la presència d'enemics naturals. Una proporció suficient entre enemics naturals 
i  pugons  pot  fer  innecessària  l'actuació  contra  la  plaga.  Per  tant,  no  seria  necessari 
intervenir  si  hi  ha  un  insecte  auxiliar  (coccinèl∙lids  adults  i  larves,  larves  de  sírfids, 
larves de crisopa) per cada 10 pugons. 
1.3.1.2. Apion pisi F (Coleòptera) 
És  un  coleòpter  curculiònid  que  s’alimenta  de  diverses  lleguminoses,  encara  que  les 
larves es desenvolupen preferentment en l'alfals. Els adults tenen el cos en forma de 
pera, amb el rostre allargat en forma de bec cilíndric  i arquejat  i mesuren entre 2,5  i 























A  la  Vall  de  l’Ebre,  les  espècies  més  freqüents  són  Sitona  lineatus  Linnaeus  i  S. 
discoideus Gyllenhal.  Són  coleòpters  curculiònids d’uns  4‐6 mm, de  color  gris‐marró. 
Les  larves són blanques, àpodes (sense potes)  i viuen sota terra. Els adults entren en 
activitat  a  la  primavera  i  s'alimenten  de  les  fulles  de  l'alfals  i  d’altres  lleguminoses 
(Figura 9). Són d'hàbits nocturns o crepusculars i durant el dia solen romandre inactius. 
Les larves s’enterren i mengen les arrels i dels nòduls. De vegades, els adults arriben a 
consumir  totalment  la  superfície  foliar  deixant  únicament  el  nervi  central.  Malgrat 
això,  és molt  poc  freqüent que arribin  a ocasionar danys de  consideració.  Les  larves 












juny  i  octubre.  La majoria  de  les  espècies  crisaliden  a  terra,  a  poca  profunditat.  Les 
19 
 
erugues  d’H.  armigera,  tenen  una  gran  variabilitat  en  el  seu  patró  de  coloració.  Els 






Les  larves  poden  alimentar‐se  de  totes  les  parts  verdes  de  les  plantes,  encara  que 
consumeixen principalment  les  fulles. Els danys més  importants  s'observen a  l'estiu  i 
principis  de  tardor.  Encara  que  la  seva  presència  al  cultiu  és  habitual,  rarament 












groguenc  que,  a  mesura  que  van  creixent,  va  canviant  a  color  verd  amb  una  línia 














aquest  període,  a  la  primavera  també,  i  a  mesura  que  pugen  les  temperatures,  els 
adults tornen a fer una segona posta d’ous. 
 
















nervis  (Figura  12).  Pot  arribar  a  provocar  importants  defoliacions  que provoquen un 
color blanquinós a  les zones afectades. Això pot afectar al creixement de  les plantes, 














Mesures  de  prevenció:  Avançar  el  tall  és  una  mesura  eficaç  per  controlar  aquesta 
plaga  i sempre preferible a  la  intervenció química. Una altra mesura preventiva és el 
tall de  l'alfals en parada hivernal  (desembre, gener). Aquest elimina un gran nombre 














Control  biològic:  Encara  no  hi  ha  cap  mètode  de  control  biològic  disponible  per  al 
control d'H. postica (Martín et al., 2019). Malgrat això, hi ha diversos organismes que 
exerceixen un control biològic natural d'aquesta plaga. Entre d'altres, s'ha confirmat la 
















vespa s’alimenta  internament  i devora  lentament  la  larva d’H. postica, matant el seu 
hoste (Figura 13).  
El cicle biològic de Bathyplectes sp. va lligat al de l’H. postica. L’activitat de vol d’adults 
de Bathyplectes  sp.  se  sincronitza amb el període d’activitat primaveral de  les  larves 
d’H.  postica.  El  vol  dels  adults  pot  durar  diverses  setmanes  i  els  nivells  màxims  de 
parasitoidisme  es  produeixen  entre  1  i  2  setmanes  abans  del  pic  de  la  població  de 
larves d’H. postica. 
 
Figura  13.  Cicle  de  Bathyplectes  sp.  i  parasitoidisme  de  les  larves  d’Hypera  postica.  1)  Adult  de 
Bathyplectes sp. 2) Posta d’ous de Bathyplectes sp. en larves d’H. postica. 3a) Pupes de Bathyplectes 




El  B.  anurus,  que  pon  aproximadament  300  ous,  té  una  sola  generació  a  l’any,  amb 
totes  les  pupes  parasitoides  produïdes  per  parasitoidisme  primaveral  roman    en 
diapausa  fins  a  la  primavera  següent,  quan  les  larves  d’H.  postica  són  de  nou 
abundants. El B. curculionis, en canvi, té una segona generació parcial que parasita les 




50%  més  gran  que  B.  curculionis  (Hogg,  1994).  També  les  larves  d’H.  postica  són 







Un  bon  sistema  de  control  de  plagues  comença  amb  la  identificació  precisa  de 
l'organisme  causant  del  dany.  Només  així  es  pot  dissenyar  un  tractament  adequat 
(Dawei et al., 2019). La Zoologia, i en concret la seva branca d’Entomologia és la part 
de  la  ciència  biològica  que  s’encarrega  de  l’estudi  dels  insectes:  la  seva morfologia, 
biologia,  fisiologia  i  bioquímica.  També  s’ocupa  de  la  seva  classificació  i  dels  factors 
que fan canviar les seves poblacions. 
Una branca de  l’entomologia és  l’Entomologia Agrícola, que estudia els  insectes que 
ataquen  les  plantes  cultivades  o  silvestres  de  les  quals  es  pugui  obtenir  beneficis 
econòmics o mediambientals. A més, ajuda a determinar mesures racionals de control 
i  estudia  altres  insectes  beneficiosos  que  poden  ajudar  en  el  control  de  les  plagues 
(paràsits i depredador). 
Tradicionalment, els insectes s’han identificat i classificat mitjançant l’estudi de la seva 




de biologia molecular utilitzades per a  la  identificació  i anàlisi de marcadors biològics 










postica  pot  permetre,  posteriorment,  diferenciar  de  forma  ràpida  les  larves 
parasitades  de  les  que  no  ho  estan. Hi  ha  estudis  que  confirmen  la  utilitat  d’aquest 
mètode per identificar parasitoides en plagues, com per exemple en alguns lepidòpters 
(Frank et al., 2017).  














L'homogeneïtzació,  mecànica  o  química,  consisteix  a  trencar  les  unions  entre  les 
cèl∙lules  per  facilitar  la  interacció  amb  les  solucions  de  lisi  que  ajuden  a  alliberar  el 
material  genètic.  La  forma  d'homogeneïtzació  depèn  de  les  característiques  de  la 
mostra.  En  general,  s'aplica  una  combinació  d’agents  físics  i  químics  que  trenquen 
teixits.  
 
‐ Mecànica:  És  recomanable  en  els  casos  de  teixits  tous.  Es  poden  incloure  polsos 
d'agitació  utilitzant  vòrtex. Quan  es  tracta  de  cèl∙lules  vegetals,  fongs,  bacteris,  o 
càpsides virals, se sol congelar la mostra en nitrogen líquid i es polvoritza mentre es 
manté congelada amb un morter, evitant així la degradació dels àcids nucleics. Una 
altra  manera  és  amb  bastonets  de  plàstic  (tips),  aquests  disgreguen  la  mostra 
mitjançant fricció amb la paret del tub que conté la mostra. És recomanable afegir 








o,  fins  i  tot,  poden  perforar  la  membrana  cel∙lular.  Durant  el  procés  de  lisi,  les 
interaccions  entre  les  molècules  que  componen  la  paret  cel∙lular,  la  membrana 





L’extracció  de  les  proteïnes  és molt  important.  Els  enzims  poden  degradar  els  àcids 



















Actualment,  per  a  l’extracció  de  l’ADN  hi  ha  processadors  de mostres  que  apliquen 
totes  aquestes  fases  de  forma  automàtica.  Un  exemple  és  el QIAcube  (Figura  14). 
Aquest processador permet  l’extracció  simultània d’àcids nucleics  en  vàries mostres, 
mitjançant un processament totalment automatitzat de fins a 12 mostres. L'instrument 
consta  d’una  centrífuga,  un  agitador  escalfador,  sistema  de  pipetatge  i  una  pinça 
robòtica. El QIAcube  té preinstal∙lat diversos protocols per  la purificació d’ARN, ADN 
genòmic, ADN plasmídic, àcids nucleics virals o proteïnes, també per la neteja d’ADN i 











amb  la  tècnica de PCR (Reacció en cadena de  la polimerasa). El mètode més utilitzat 




unitat  d’absorbància  a  260nm  equival  a  50  g  d’ADN  de  doble  cadena  per  ml.  És 
convenient  llegir  en  un  espectre  de  longituds  d’ona,  per  comprovar  que  el  màxim 




L’aparell  utilitzat  per  fer  aquest  tipus  de 
quantificacions  és  un  espectrofotòmetre 
UV/VIS, com per exemple el NanoDrop (Figura 




























conèixer  primer  la  seqüència  completa  del  gen. Molts  investigadors  s’han  dedicat  a 
seqüenciar parts de l’ADN de diferents espècies, les quals queden registrades en bases 
de  dades  científiques.  En  el  cas  d’estudis  d’identificació  d’espècies,  aquesta  font 
d’informació és imprescindible per poder escollir el fragment de gen que es farà servir 
per  diferenciar‐les. Un  cop  seleccionat  aquest  fragment,  és  necessari  el  disseny  dels 
encebadors que es  faran servir per amplificar‐lo. Els encebadors són  fragments curts 
d’ADN de seqüència complementaria a  les dels extrems del  fragment del gen que es 
vol  amplificar.  A  l’hora  de  dissenyar‐los  s’ha  de  tenir  en  compte  la  quantitat  de 
nucleòtids que han de  tenir;  l’òptim és entre 20  i 25 nucleòtids,  ja que si  són massa 
curts, els fragments són inespecífics  i es poden hibridar a altres parts del gen que no 





(Figura  16)  és  una  reacció  enzimàtica  in 
vitro que amplifica milions de vegades una 
seqüència  específica  d’ADN  durant  varis 
cicles  repetits  en  els  que  la  seqüència 
d’interès  es  copiada.  Per  dur  a  terme 
aquest procés,  la reacció aprofita  l’activitat 


















encebadors  s'uneixen  a  les  zones  3'  complementàries  dels  extrems  del  fragment 
que volem amplificar. Es realitza gràcies a la baixada de la temperatura (50‐65ºC). 
 
c) Extensió de  l’encebador  per actuació de  l’ADN polimerasa: es produeix  la  síntesi 

























El  suport en que es du a  terme aquest procés és diferent en  funció del  tipus  i  de  la 
mida  de  les  molècules  que  es  volen  separar.  En  el  cas  de  mescles  de  proteïnes, 
generalment  es  fan  servir  gels  d’acrilamida‐bisacrilamida.  En  el  cas  de  voler  separar 
fragments d’àcids nucleics es  fan servir usualment gels d’agarosa. L’agarosa es tracta 
d’un polisacàrid lineal que s’extreu de les algues i que te la propietat de dissoldre’s en 
escalfar‐se  a  65  °C  i  al  refredar‐se  se  solidifica  en  forma  de  gel  d’elevada  porositat. 
Segons la concentració d’agarosa es genera una matriu de diverses densitats formada 
per  una  complexa  xarxa  de  porus  per  on  es  poden  desplaçar  els  fragments  d’àcids 
nucleics a diferents velocitats, en funció de  la seva mida (Figura 19). La velocitat a  la 
qual les molècules de l'àcid nucleic es mouen està determinada per la seva habilitat de 







Les  molècules  dels  àcids  nucleics  tenen  càrrega 
negativa en els seus grups fosfat i per tant es desplacen 
cap  al  pol  positiu  (ànode).  A mesura  que  es mouen  a 
través del gel, aquest ofereix més resistència al pas dels 
fragments més  llargs que dels curts. Això provoca que 
els  fragments  d’ADN  quedin  separats  d'acord  amb  la 
seva  longitud  formant  el  que  s’anomenen  bandes 
d’ADN. 
 
La mobilitat  de  l’ADN  depèn  de  la  composició  i  de  la 
força iònica del buffer d’electroforesi: 
 
 En  absència  d’ions,  la  conductivitat  elèctrica  és 
mínima i l’ADN es mou lentament. 


















2.3. Aplicacions  de  la  identificació  molecular  d’insectes  en  el 
control de plagues  
 
L’èxit  d’un  programa  de  control  de  plagues  basat  en  el  control  biològic  està  en  la 
identificació  correcta  dels  actors  que  intervenen,  tant  de  les  plagues  com  els  seus 
enemics  naturals  (Agustí  i  Gabarra,  2013).  Així,  durant  els  darrers  anys  s’han 
desenvolupat tècniques i posat a punt diversos marcadors moleculars per a la correcta 
identificació d’enemics naturals. Algunes aportacions són les de Castañé et al. (2013), 
que  van  desenvolupar  marcadors  moleculars  per  a  diferenciar  dues  espècies  de 





de  Plagues  Agrícoles  i  Forestals  de  la  Universitat  de  Lleida,  és  la  diferenciació 

















Dintre  dels  objectius  d’aquest  projecte  es  desenvolupen  diferents  tasques 
encaminades a millorar el coneixement de la biologia de les plagues, dels seus enemics 
naturals  i  de  les  interaccions  amb  l’entorn,  amb  la  finalitat  de  millorar  el  control 
integrat. 
En concret, per al cultiu d’alfals, en aquest projecte de recerca es pretén: 












inequívoca  d’H.  postica  mitjançant  l’amplificació  d’una  seqüència  d’un  gen 
d’interès que formi part del genoma d’H. postica però no de Bathyplectes  sp. 
[Part d’aquest objectiu és el que s’ha realitzat en el present treball de recerca]. 
Després,  s’haurà  de  fer  el  mateix  amb  Bathyplectes  sp.  Finalment,  això 
permetrà  poder  conèixer  quin  nivell  de  parasitoidisme  té  H.  postica  en 
determinats camps que siguin analitzats amb aquestes tècniques.  
 
c) Identificar  si  hi  ha  una  relació  entre  l’afectació  d’Hypera  postica  en  camps 
d’alfals  i  el  seu  entorn o  condicions  de paisatge,  com poden  ser  la  superfície 











d’H. postica parasitats per Bathyplectes  sp. d’individus no parasitats. A més,  s’ha  fet 
una cria controlada d’H. postica per conèixer el seu cicle de vida més detalladament.  
D’acord a aquests antecedents i els exposats a la Part Teòrica, i donat que encara no hi 
ha  cap  mètode  de  control  biològic  disponible  per  a  H.  postica;  que  l’èxit  dels 
programes de  control de plagues basat  en el  control  biològic  està  en  la  identificació 
correcta  tant  de  les  plagues  com  els  seus  enemics  naturals;  i  que H.  postica  causa 
danys  importants  a  l’alfals,  el  present  treball  de  recerca  es  planteja  contestar  les 
següents preguntes: 
a) És  possible  identificar  algun  gen  d’interès  que  permeti  diferenciar H.  postica  de 
Bathyplectes sp.? 
 










la  cria  controlada de  larves on es  va analitzar  l’ADN,  van  ser  capturats en  camps 




























































PCR ADN  • Aigua miliQ  autoclavada:  Aigua  purificada mitjançant 
filtració per un procés d’osmosi inversa. 
• Taq polimerasa 
• Desoxinucleotids  (dNTP’s):  A/T/G/C  afegits  en  igual 
concentracions. 
• Encebadors 
• Tampó  10x:  Manté  el  pH  adequat  pel  funcionament 

















mostreig  i  captura  d’insectes  a  camps  d’alfals.  Aquestes mostres  es  van  analitzar  al 
laboratori,  per  fer  recompte  dels  diferents  insectes  capturats.  Amb  individus  adults 
d’H.  postica  es  va  fer  una  cria  massiva  controlada  per  dur  a  terme  els  diferents 
processos d’identificació molecular de l’espècie. Paral∙lelament, es va fer una altra cria 







El  mètode  més  utilitzat  per  recollir  mostres  d’insectes  a  l’alfals  és  la  mànega 
entomològica, que permet obtenir una estimació relativa de la densitat de població de 
la  zona  que  s’està  estudiant.  Aquesta  mànega  està  formada  per  una  bossa  de  tela 
espessa  en  forma de  con,  ajustada  a  una  cercle  que  va  unit  a  un mànec.  La  tècnica 
consisteix  en  fer  diverses  passades  amb  la  mànega  per  la  parcel∙la  de  manera 
ordenada,  per  tal  d’abastir  tota  la  parcel∙la  i  agafar  una mostra  de  la  població  real 









punt  “in  vivo”  (Figura  22).  Es  diuen  així  perquè  aquestes  mostres  s’analitzen  al 
laboratori  amb  els  insectes  vius.  Dins  del  projecte  de  recerca,  aquestes  mostres 




Bathyplectes  sp. adults capturats al  camp  i per controlar els enemics naturals de  l'H. 
postica presents en les diferents èpoques de mostreig.  




















mentre  que  els  insectes  de  les  mostres  “in  vivo”  es  van  utilitzar  per  fer  les  cries 






Es  van  dur  a  terme  dues  cries  d’H.  postica,  una  en  massa,  amb  altes  quantitats 
d’individus dins del mateix recipient, i una altra individualitzada. La cria massiva es va 
fer  abans d’iniciar  el  present  treball  de  recerca per  ser  utilitzada  en  experiments  de 
38 
 
laboratori  i  fer  les  extraccions de  l’ADN amb  la  finalitat  d’identificar el  gen d’interès 







ideals,  que  són:  temperatura  de  20oC,  humitat  del  50‐70%  i  un  fotoperíode  de  8:16 
(llum/foscor). 
Els primers adults agafats al camp segueixen el seu cicle vital. Posen ous a les tiges de 








un  tubet amb aigua segellat amb paper de  film per mantenir‐la verda  i  fresca  fins al 
proper canvi (Figura 23). Aquest procés d’alimentació es va dur a terme dos cops a la 






A  l’hora  de  preparar  l’alfals,  es  van  esporgar  unes  quantes  tiges  tendres  del  cultiu 








petri  segons  les  seves  dates  de  pupació,  i  dipositar‐les  en  una  nevera  (4oC),  ja  que 
viuen aproximadament uns 3‐4 mesos en aquestes  condicions. D’aquesta manera es 
























En  el  present  treball  es  va  partir  d’una  recerca  en  bases  de  dades  internacionals, 
principalment  del  National  Center  for  Biotechnology  Information  dels  Estats  Units 
(NCBI),  realitzada  per  membres  del  Grup  de  Recerca  Control  Integrat  de  Plagues 
Agrícoles  i  Forestals  (IPM)  de  la  Universitat  de  Lleida.  Aquesta  recerca  va  servir  per 
seleccionar  la  seqüencia  d’un  gen  que  permetés  aquesta  diferenciació.  Es  van 
seleccionar  un  nombre  reduït  de  gens,  nuclears  i  mitocondrials,  i  es  van  dissenyar 




En  concret,  en  el  projecte  de  recerca  es  van  dur  a  terme  proves  amb  fragments  de 
gens  genòmics  però  van  acabar  presentant  millors  amplificacions  els  mitocondrials, 
degut  a  la  seva  especificitat  en  cada  espècie,  ja  que  només  s’hereten  via  materna. 
Aquest es reprodueix per si mateix semi‐automàticament quan la cèl∙lula eucariota es 
divideix.  L’organització  del  genoma  mitocondrial  presenta  diferències  significatives 






Abans  de  començar  l’extracció  de  l’ADN  d’una  mostra,  aquesta  s’ha  de  preparar 
seguint  un  protocol  que  es  relaciona  a  continuació  (Figura  25).  En  el  present  cas 









de  mostres  congelades,  amb  els  puparis 







cada  espècie  de  Bathyplectes  (anurus  i 
curculionis),  i  es  van  posar  en  dos 
eppendorfs. 
 
d) Un  cop  numerades  totes  les  mostres,  es 
van  posar  amb  nitrogen  líquid,  ja  que  es 
tracta  d’un  mètode  de  congelació  molt 
eficaç  degut  a  que  es  produeix  un  efecte 






Figura  25.  Preparació  de  mostres  per  a 



















b) Amb  un  pistil  estèril  es  van triturar els 
insectes dins l’eppendorf.  
 




d) Es  van  incubar  els  eppendorfs  al 










f) Es  van  centrifugar  les  mostres  5  min  a 
14000 rpm.  
g) Un cop separades les dues fases, la líquida 
(on  es  troba  l’ADN),  de  la  sòlida  (on  es 





la  màquina  QIAcube  en  un  cistell  que 
s’anomena  rotor  adapter.  Aquest  consta 
de  tres  tubs:  en  el  primer  tub  es  situa  el 
DNeasy Mini spin column, en el segon, que 




i) Es  van  disposar els  4  rotor  adapters  a  la 
màquina  i  es  van  omplir  els  buffers 
corresponents  (1‐buffer  AN1,  2‐buffer 
AN2,  3‐  buffer  AE).  Es  van  treure  els 
marcadors  de  manera  que  només  van 
quedar els de les quatre mostres disposats 
de  la  manera  que  indicaven  les 





j) Es  van  esperar 40  min  (el  cicle  de la 
màquina descrit a baix) i es van obtenir les 
mostres  que  posteriorment  es  van 
quantificar.  
 
Figura  26.  Procediment  per  a  l’extracció  de 
l’ADN  dels  insectes  estudiats.  (Font: 
Elaboració pròpia). 
Cicle de la màquina: 
a) Les mostres es  lisen a  l'agitador orbital, que pot ser escalfat  si el protocol ho 
requereix. 
b) Cada lisat es transfereix a una columna de gir en un rotor adaptador. Si el lisat 




















d) Es  va  dipositar 1  μl  de mostra  amb  una 
micropipeta  en  l’aparell  i  es  va mesurar 




e) Es  va  netejar  la  base  entre  mostra  i 
mostra amb un tros de paper. 
 
f) Els  resultats  referents  als  mesuraments 
van  quedar  guardats  en  el  sistema 
informàtic. 
 
Figura  27.  Quantificació  de  l’ADN  amb  el 






Prèviament  s’han  de  dissenyar  els  encebadors  i  encomanar‐los  a  empreses 
específiques  especialitzades  en  aquest  tema  (Sigma‐Aldrich).  Per  dissenyar‐los  es  va 
utilitzar una seqüència d’H. postica  i una seqüència de Bathyplectes sp.,  seleccionant 
una zona diferent d’aquests per tal que la seva regió amplificada no coincidís. Com s’ha 



























Els  encebadors  van  ser  dissenyats  per  investigadors  del  grup  de  recerca  amb  un 
programa  disponible  a  la mateixa web  de  la  NCBI.  La  regió  seleccionada  que  es  vol 














Es  va  treballar  a  10  mM.  Així,  es  va  fer  una  dilució  dels  tubs  originals:  10  μl  de 
l’encebador original + 90 μl de H20 miliQ. Els eppendorfs es van marcar amb el nom del 
l’encebador  i  la  concentració  (10  mM).  Un  cop  fetes  les  dilucions,  es  van  congelar           
‐20°C. 
Preparació d‘una reacció de PCR 














Taq  RED Master Mix  dNTPs  9,5  47,5 










c. Es  van  preparar  les  gradetes  amb  els  tubs  eppendorf  PCR  (0.2ml)  per  a  cada 
mostra i es van marcar els tubs i les tapes amb un codi amb retolador. 
d. Un  cop  preparat  la  Master  Mix,  es  van  ficar  24  μl  del  mix  a  cada  eppendorf 



















  1 2 3 
Temperatura (oC)  95 94 57 68 4 

















Figura 30. 1a) TAE 1x  reciclat, aquest  s’utilitza per omplir  la  cubeta d’electroforesi. 1b) TAE 1x nou, 
aquest s’utilitza per  fer el gel d’agarosa. 2) 0,75g d’agarosa per  fer el gel d’agarosa.  (Font: Elaboració 
pròpia). 
 
Per  a  la  seva  preparació  es  va  escalfar  la  mescla  al  microones  una  vegada  ben 
barrejada,  fins  arribar  a  ebullició,  punt  en  què  l’agarosa  es  dissol.  Un  cop  treta  la 
mescla  del  microones,  es  va  mesurar  la  temperatura  amb  un  termòmetre  i  es  va 
esperar fins que arribés a 60 oC. Un cop va arribar a aquesta temperatura, es va afegir 
5 l de Save View, que es tracta d’un marcador d’àcids nucleics. Aquest producte és un 
agent  capaç  d’intercalar‐se  entre  les  bases  nitrogenades  de  l’ADN  i  quan  s’il∙lumina 
amb llum UV emet fluorescència. Per tant, permet detectar la mostra d’ADN en forma 
de  banda  fluorescent.  El  Save  view  substitueix  a  l'ús  de  bromur  d'etidi,  que  és  el 
colorant que s’ha fet servir tradicionalment, ja que és tracta d’un reactiu molt tòxic, tot 
i  ser més barat.  El  gel,  encara en estat  líquid es  va posar en una  cubeta prèviament 



































Abans  de  carregar  el  gel,  es  va  afegir  tampó  d’electroforesi  TAE  1x  a  la  cubeta  fins 
cobrir el gel completament. D’aquesta forma, es crea un ambient amb carrega iònica 






























XR+  (Figura  33)  i  es  va  il∙luminar  amb  llum UV.  El  gel 
il∙luminat es va visualitzar a  la pantalla de  l’ordinador 
connectat al Geldoc XR+. A la imatge generada, es van 






















plantes: 3 a  la província d’Osca  (Esplús, Montsó, Peralta d’Alcofea), 1 a Navarra  i un 
altra a Bahia Blanca (Argentina). D’aquesta empresa es va contactar i entrevistar al seu 











Figura  33.  Gel  d’agarosa  amb  l’ADN
corregut  col∙locat  en  el  visualitzador











de  2019),  i  en  condicions  normals  de  temperatura,  van  néixer  adults  a  partir 
d’aquestes pupes per fer la cria individualitzada específica del present treball. 
Aquesta cria individualitzada va començar el 31/07/2019, moment de la posta dels ous 
resultant  de  l’aparellament  dels  60  adults  seleccionats  de  la  cria  massiva.  D’aquest 
aparellament es van agafar 35 ous, dels quals en van néixer 20 al cap de 6 dies. Aquest 











































































6/8  7/8  8/8  9/8  10/8  11/8  12/8  13/8  14/8  15/8  16/8  17/8  18/8  19/8  20/8  21/8  22/8 
1  L1  L1  L1  L1  L2(M)  L2  Morta ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
2  L1  L1  L1  L1  L2(M)  L2  Morta ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
3  L1  L1  L1  L2(M)  L2  L3(M)  L3  L4(M)  L4  PP  PP  PP  PU  PU  A  A  A 
4  L1  L1  L1  L2(M)  L2  L2  Morta ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
5  L1  L1  L1  L2(M)  L2  L3(M)  L4(M)  L4  L4  PP  PP  PP  PP  PU  A  A  A 
6  L1  Morta  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
7  L1  L1  L1  L2(M)  L2  L3(M)  L3  L4 (M)  L4  L4  PP  PP  PU  PU  PU  A  A 
8  L1  L1  L1  L2(M)  L2  L3(M)  L3  L3  L4(M)  L4  L4  PP  PP  PU  PU  PU   
9  L1  L1  L1  L2(M)  L2  L3(M)  L4(M)  L4  L4  L4  PP  PP  PU  PU  PU  A  A 
10  L1  L1  L1  Morta ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
11  L1  L1  L1  L2(M)  L2  L3(M)  L3  L4(M)  L4  L4  L4  Morta  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
12  L1  L1  L2(M)  L2  L3(M)  L3  L4(M)  L4  L4  PP  PP  PP  PU  PU  A  A  A 
13  L1  L1  L1  L2(M)  L2  L3(M)  L3  L4(M)  L4  Morta  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
14  L1  L1  L1  Morta  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
15  L1  L1  L1  L2(M)  L2  L3(M)  L4(M)  L4  L4  L4  Morta  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
16  L1  L1  L1  L2(M)  L2  L3(M)  L3  L4(M)  L4  L4  PP  PP  PP  PU  PU  A  A 
17  L1  L1  L1  L2(M)  L2  L3(M)  L3  L4(M)  L4  L4  L4  PP  PU  PU  PU  A  A 
18  L1  L1  L1  L2(M)  L2  L3(M)  L3  L4(M)  L4  L4  Morta  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
19  L1  Morta  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐     ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
20  L1  L1  L1  L2(M)  L2  L3(M)  L3  L4(M)  L4  L4  PP  PP  PU  PU  PU  A  A 
Vives  20  18  18  16  16  16  13  13  13  12  10  9  9  9  9  9  9 
GD1 °C  133,2  152,3  171,4  190,5  209,6  228,7  247,8  266,9  286,0  305,1  324,2  343,3  362,4  381,5  400,6  419,7  438,8 





Hi  ha  pocs  estudis  sobre  la  dinàmica  de  poblacions  d’H.  postica  amb  els  quals 
comparar els resultats obtinguts en el present treball. Un dels més significatius és el de 





de 30,9 %. En el present estudi  les  taxes d’èxit han estat majors,  amb el 65% de  les 
larves que van assolir l’estat L2 y el 45 % que va arribar a L4.  
Aquestes  diferències  poden  ser  degudes  a  que  el  present  cas  s’ha  fet  una  cria 
controlada, en condicions homogènies de temperatura, i en les que les larves no s’han 
vist afectades per parasitoides  com a Bathyplectes  sp., que  sí es dona en condicions 
naturals,  o  altres  depredadors.  Malgrat  això,  sí  que  hi  ha  hagut  algunes  morts  per 
infeccions, segurament causades pel fong Zoophthora phytonomi  (Zahiri et al., 2014). 
Uns  altres  autors, Gooyer  et  al.  (1995,  en  Zahiri  et  al.,  2014),  també van  comprovar 
que la mort per Z. phytonomi, va ser un dels principals reguladors de la població d’H. 
postica en camps d'alfals.  
Un  altre  resultat  que  s’ha  comparat  ha  estat  l’evolució  dels  individus  d’H.  postica 
d’acord  als  graus  dia  (GD)  acumulats,  ja  que  necessiten  certa  temperatura  per  anar 
completant  els  diferents  estadis.  Conèixer  això  és  important  per  predir  quan  poden 
néixer  les  larves  o  poden  passar  a  altres  estadis  com  a  resposta  a  l'augment  de  les 
temperatures.  Segons  Brewer  et  al.  (2008),  per  l’alfals,  els  graus  dia  s’acumulen per 
cada període de 24 hores que les temperatures pugen per sobre dels 8,9 °C a partir de 






cas  l’acumulació de GD es va comptar des de  la posta d’ous  (31/07/2019). L’aparició 
dels diferents estadis coincideix, en línies generals, amb les del treball de Brewer et al. 
(2008),  encara  que  són  mínimament  més  baixes.  Això  pot  ser  degut  a  que  en 
condicions naturals pot haver més variació de la temperatura diària que no la que hi ha 
hagut a la cria controlada. 









Figura  35.  Fases  del  cicle  biològic  d’Hypera  postica  resultat  de  la  cria  controlada  duta  a  terme  en 
aquest estudi. 1) Posta d’ous dins de la tija d’alfals. 2) Larva en fase L1. 3) Larva en fase L2. 4) Larva en 














19,7  i  34,6  ng/µl.  (Taula  8).  Segons  els  resultats  de  les  lectures,  les  quantitats 





per  degradar‐se  durant  el  procés  de  lisis  cel∙lular,  afectant  així  a  les  concentracions 
d’ADN finals. 
 
A  l’hora d’enfrontar una extracció d’ADN d’un  insecte  s’ha d’escollir  un mètode que 
minimitzi  al  màxim  la  degradació  de  l’ADN  durant  el  procés,  ja  que  en  fragmentar 
l’exosquelet  de  quitina,  els  teixits...,  l’ADN  queda  exposat  a  l’acció  d’enzims  que  el 
poden degradar o destruir, reduint‐se el rendiment obtingut en aquest procés. 
El mètode  basat  en  AP1  Lysing  Buffer  exposat  en  aquest  treball  està  optimitzat  per 
evitar aquesta degradació.  
 






1  Hypera postica  34,6 0,693  0,366  1,89
2  Hypera postica  24,3 0,485  0,271  1,79
3  Bathyplectes curculionis 19,7 0,394  0,172  2,29
4  Bathyplectes anurus 28,8 0,575  0,262  2,20
 
Sempre que es fa una extracció d’ADN, aquest es troba unit a ARN, proteïnes i a altres 
substàncies aromàtiques. Tot  i que en els protocols d’extracció es  fan passos per  tal 
d’eliminar‐los,  és  necessari  estudiar  la  puresa  d’aquest  ADN per  assegurar‐se  que  el 
protocol d’extracció ha estat correcte i l’ADN és vàlid per a continuar l’estudi.  
 
Per  avaluar  aquest  aspecte,  es  va  calcular  el  quocient  d'absorció  A260/A280 
(Desjardins  i  Conklin,  2010).  Amb  aquest  quocient  es  veu  el  possible  contingut  en 
proteïnes de la mostra. La relació A260/280 és molt estable i es considera que un ADN 
de puresa òptima té un valor entre 1,8‐2,2. Un ADN de puresa acceptable ha de tenir 




podria  ser degut a  la presència d'ARN a  la mostra. En el present  cas d’estudi, el  rati 
A260/A280 es va situar entre 1,79 i 2,29 (Taula 8), la qual cosa indica que l’ADN extret 




mostra de B.  curculionis,  on es pot  comprovar que el màxim d’absorció de  l’ADN es 



























comparar  aquests  resultats  en  H.  postica,  encara  que  sí  en  la  identificació  de 
parasitoides  himenòpters  en  altres  plagues  com  a  Cydia  pomonella  i  Grapholita 
molesta  (Frank et al., 2017). Aquests autors van trobar que  la  identificació molecular 
dels nivells de parasitoidisme en poblacions naturals de C. pomonella amb encebadors 
específics no hi ha diferència respecte  les estimacions  tradicionals basades en  la cria 
d’eruga i en la identificació morfològica posterior. En aquesta investigació, Frank et al. 
van tractar d’identificar el parasitoidisme amb la tècnica de PCR‐RFLP amb encebadors 
universals  (no específics). Van  trobar que  també era molt útil  en  la  identificació dels 
parasitoides adults però no en  identificar  les  larves de C. pomonella parasitades pels 
himenòpters. Això, vol dir que la tècnica utilitzada en el present treball de recerca (PCR 
amb  encebadors),  encara  que  aquí  no  s’ha  utilitzat  per  identificar  les  larves  d’H. 




L’ús d’aquestes  tècniques és molt  important per al control biològic de  les plagues,  ja 
que  es  requereixen  eines molt  específiques  per  identificar  amb  precisió  els  enemics 
naturals  i conèixer el nivell de parasitoidisme per prendre mesures de control (Agustí 
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integrat.  És  molt  important  no  eliminar  els  enemics  naturals,  ja  que  moltes 











La  principal  conclusió  científica  del  present  treball  de  recerca  és  que  la  utilització 













 La  cria  controlada  d’H.  postica,  necessària  per  poder  disposar  d’individus  (en 
aquest  cas  larves)  lliures  de  paràsits,  va  donar  taxes  d’èxit  més  altes  que  en 
condicions  naturals  (segons  altres  estudis  consultats).  Això  pot  ser  degut  a 




segons  els  graus  dia  acumulats.  Això  és  important  des  del  punt  de  vista  del 
















 El  sector  de  l’alfals  considera  el  control  integrat  com  la  clau  per  a  controlar H. 
postica.  En  els  últims  anys,  aquesta  plaga  s’ha  convertit  en  un  dels  principals 





La  realització  d’aquest  treball m’ha  servit  per  conèixer  aspectes molt  diversos  sobre 
com portar a terme una investigació, formant part d’un equip de treball. Així, he vist 
diferents  tipus  de  tècniques:  des  dels  clàssics  mostrejos  d’insectes  a  camp  fins  a 
tècniques  avançades  utilitzades  en  l’àmbit  de  la  biologia  (extracció,  quantificació, 
amplificació  i  electroforesi  d’ADN).  A  més  a  més,  he  descobert  el  món  de  la  cerca 
bibliogràfica  a  través  de  bases  de  dades  científiques.  Això  m’ha  permès  ampliar  el 
coneixement sobre molts aspectes teòrics i de tècniques que m’eren desconegudes.  
He  participat  en  una  tasca  molt  concreta  d’un  gran  projecte  de  recerca  sobre  un 
problema real, que està afectant un cultiu agrícola de gran interès a les nostres terres 










Com a continuació d’aquest  treball, a partir de  la banda amplificada de  la  seqüència 
d’interès  d’H.  postica  identificada,  el  següent  pas  seria  tallar‐ho  del  gel  d’agarosa, 
eluir‐ho  i  netejar‐ho,  per  després  seqüenciar‐ho.  Després,  s’hauran  de  dissenyar 
encebadors  específics  per  amplificar  aquesta  nova  seqüència,  podent‐se  publicar  la 
seqüència  del  gen  d’interès  per  diferenciar  H.  postica  de  Bathyplectes  sp.  a  les 
poblacions que es donen a la zona de la Vall de l’Ebre. 
 
Posteriorment,  s’haurà  de  trobar  un  gen  que  diferenciï  l’ADN  de  Bathyplectes  sp. 
respecte  d’H.  postica.  Si  s’aconsegueix,  aquest  gen  també  s’haurà  de  seqüenciar  i 
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Nafosa  és  una  indústria  farratgera 
dedicada,  principalment,  a  l’assecatge 
(deshidratació del forratge). Disposa de 5 




Jo  sóc  responsable  del  servei  tècnic  i 





de  novembre.  Quan  es  talla,  està  2  o  3 
dies  al  camp  per  assecar‐se.  Després  es 
recull  del  camp  i  es  porta  a  la  planta. 
Arriba  aquí  amb  un  30‐35  %  d’humitat. 
Aquí,  l’alfals  es  fa  passar  per  un  gran 
rodet  cilíndric  buit  per  on  s’injecta  aire 








processant  més  de  400.000  tones  de  farratge  que  es  deshidraten  en  les  diferents 
plantes. Ara mateix estem a la planta de Montsó, des d’on deshidratem el farratge dels 
proveïdors  que  tenim  des  del  riu  Cinca  fins  a  Sariñena.  Des  d’aquí  gestionem  unes 
8.000 ha. La terra no és nostra, sinó que lloguem finques i nosaltres la sembrem i fem 





totes  les  labors  o,  en  altres  casos,  són  els  propietaris  que  fan  tot  i  nosaltres  els 
comprem l’alfals. 
 




més  mals  de  cap  ens  dóna,  ja  que  no  hi  ha  tractaments  efectius  i  la  població  va 
augmentant any rere any. Jo recordo que fa uns anys no era un problema. Quan jo vaig 
començar  a  treballar  a  l’empresa  era  l’apion.  Però  des  de  fa  uns  10  anys  el  gran 




També  hi  ha  l’eruga  negra,  que  es  controla  més  fàcilment  amb  algun  tractament 
fitosanitari. A més a més estan els pugons. Ara no tenim tants problemes, però fa uns 
anys  tractàvem molt  amb  fitosanitaris  i  també eliminàvem els  enemics naturals  i  els 






És molt  important  no  eliminar  els  enemics  naturals,  ja  que  aleshores  les  plagues  es 
descontrolen. 
 
4. La  cuca  verda  de  l’alfals  és  una  plaga  important  en  aquesta  zona?  Quina 
incidència té? 
 




















Hauríem de tenir un millor control de  les plagues. Per exemple, si hi ha pugons  i  fan 























Aquí  arriba  l’alfals  després  que  es  recull  en  el  camp.  La  màquina  que  el  recull  el 
trosseja en talls d’uns 10 cm. Arriba i es pesa, es mira la humitat i s’avalua la qualitat. 
Després,  s’amuntega  mentre  passa  a  la  planta  deshidratadora,  on  s’asseca  en  un 





Es  ven  a  ramaders  que  tenen  vaques,  principalment.  La major  part  de  la  producció 
s’exporta  als  Emirats  Àrabs  i  a  la  Xina.  Aquí  abans  havia  més  ramaders,  però  les 
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reduccions de vaques que ha anant  imposant  la Unió Europea ha  fet que ens  veiem 
obligats a vendre gran part de la producció a altres països. 
 
 
Figura 39. Bales d’alfals deshidratat en la planta de NAFOSA a Montsó (Osca). 
 
 
 
